
金属离子对法夫酵母产虾青素影响的研究

倪 辉1，2 何国庆1 杨远帆2蔡慧农2

1(浙江大学农业生物系统工程与食品学院，杭州，310029)

2(集美大学生物工程学院，厦门，361021)

摘要 为了研究金属离子对法夫酵母产虾青素的影响并优化出有利于法夫酵母产虾青素的金属离子，用单园子

实验方法研究不同离子对法夫酵母产虾青素的影响并用正交实验方法对金属离子进行了配比优化。在培养基中

举加zn2+和MIl2+能增加细胞干重．在培养基中添加Zn2+、Fe3+、Mn2+和C一+能使培养液中虾青素的浓度增加，

在培养基中耀加对+和cu2+能使细胞中虾青素的含量增加。在培养基中添加3tm、ol屯的Mn2+、1 v．mol屯的
Znz+、1 vmol屯的Fe"+、5tLmol屯的eL?+有利于法夫酵母虾青素的台成，用这些金属离子批武培养法夫酵母，总细

胞得率为0．349 g詹(葡萄糖)，总虾青素得率为o．266 mg电(葡萄糖)，细胞内虾青素最高含量为o．81 mg詹。
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虾青素又名虾黄质，龙虾壳色素，化学名称为3，

3’．二羟基一B，口一胡萝h素一4，4’一二酮(3，3’一dihydrox—

y—p，p。carotene一4，4’一dione)，分子式C40H52 04，是生

物界广泛存在的具有抗氧化，抗衰老，抗肿瘤，增强免

疫等多种生物学功能的类胡萝h素类物质。不仅具

有独特的着色功能，而且还具有重要的生理功能，近

几年的研究表明，虾青素在促进抗体的产生、增强宿

主的免疫功能、抗氧化、清除自由基等方面均强于口一

胡萝h素，是一种极具潜力的类胡萝n素，在饲料、食

品、化妆品及医药等领域有着广阔的应用前景““J。

虾青素的生产方法有化学合成、从甲壳类动物中

提取以及微生物发酵等方法。前两种方法都有很大

的局限性，不能满足日益增长的应用需要，故急需寻

求新的虾青素生产方法。法夫酵母是一种极具产业

化前景的天然虾青素资源【5 J，本实验室经过长期的

研究积累，诱变筛选出了1株高产虾青素的法夫酵母

菌株7812，为了进一步考察该菌株的生产性能，有必

要研究该菌株产虾青素的最适宜条件。以此为出发

点，本实验主要研究金属离子对该菌株的影响，并优

化出适于虾青素积累的金属离子条件。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1菌种

法夫酵母7812菌株，本实验室诱变分离并保存。

1．1．2培养基

斜面培养基：麦汁培养基。

第一作者：博士研究生。
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液体种子培养基(g／L)：葡萄糖10、麦汁3、蛋白

胨5、酵母膏5、pH6．0，121℃灭菌备用。

液体发酵基础培养基(g／L)：葡萄糖20、KH2P04

1、MgS04·7H20 0．5、cacb·H20 0．1、(NH4)2S04 5、

酵母膏1、pH6．0，灭菌备用。

1．1．3主要试剂

葡萄糖、KH2P04、MgS04、3，5一二硝基水扬酸、

二甲亚砜、丙酮、甲醇等试剂，均为分析纯；甲醇、乙

腈、四氢呋喃等液相分析用试剂，为色谱纯。

1．1．4主要仪器

FAl004型电子天平(上海精科天平)、HWY一111

恒温培养摇床(上海智城分析仪器制造有限公司、真空

冷冻干燥机(美国Svam公司产品)、手提式压力蒸汽灭

菌器(上海博迅实业有限公司医疗设备厂)、立式圆形

蒸汽压力灭菌器(武汉市黄陂医疗化工设备厂)、1525

型高效液相色谱仪(美国Waters公司)、低LXI—IIB速

大容量多管离心机(上海安亭科学仪器总厂)、101—3B

型电热鼓风干热箱(上海市实验仪器总厂)、7230分光

光度计(厦门分析仪器厂)、HH 6数显恒温水浴锅(金

坛市富华仪器有限公司)。

1．2实验方法

1．2．1还原糖的测定

DNS法旧o。

1．2．2生物量的测定

发酵液在3 000 r／min的条件下离心5 rain，弃上

清后将得到的菌体用无菌水洗涤3次，最后将菌体冷

冻干燥至恒重。

1．2．3类胡萝r素提取

二甲亚砜法【⋯。

   



1．2．4虾青素测定

高效液相色谱法。

1．2．5斜面种子帝5备

从原种中接1环菌种到麦汁斜面培养基上，22℃

培养96 h。

1．2．6种子培养

250 mL三角瓶中装人种子培养基25 mL，

121℃，20 rain湿热高压灭菌后接种，在22℃，225 r／

min振荡培养2d[⋯。

1．2．7摇瓶发酵

以10％的接种量接种液体种子于装有25 mL摇

瓶培养基的250 mL三角瓶中，在摇床上以225r／rain

振荡培养72 h。

1．2．8发酵罐批式培养

5 L发酵罐(德国Bio Braun Biotech International

公司)中配制3．5 L培养基(装料系数0．7)，121℃灭

菌1 h后以10％的接种量接种，22℃、190 r／min、2．1

WM、pH5．0培养5 d。

2 实验结果

2．1不同金属离子对法夫酵母产虾青素的影响

在法夫酵母培养液中分别添加1 pmol／L的

cu2+、Mn2+、(×2+、Zn2+、F孑+、Fe3+和oD2+，以

10％的接种量接种培养72 h，分析检测培养液中的生

物量，虾青素浓度及法夫酵母细胞中虾膏索的浓度，

结果如图1。

网1不同金属离子对法夫酵母培养的影响

在培养液中添加1 pmol／L的zf+，细胞干重和

培养液中虾青素的浓度都最大，其值分别达到了

7．38 g／L和3．18 mg／'L；在培养液中添加1,,1mot／L

的FJ+时，细胞内的虾青索含量达到最大值(0．58

mg／g干菌体)。

2．2金属离子配比正交实验

根据前面的实验结果，选取Mn2+，Zn2+，Fc3+，

cu2+等4种金属离子，按表1所示的因素水平进行

正交实验．以期优化出最有利于法夫酵母生产合成虾

青素的金属离子配比，实验设计及结果如表2所示。

表1金■离子正交实验因素水平裹ptmol／L

细胞发酵藏中虾细胞中虾

序号Mn2+Zn2+Fe3+cu2+ 干重 青索浓度青素浓度

／g-L‘／mg·L‘1 ／g·g
1

0 58

0，49

O．43

0 57

0 51

0．45

0 51

0 53

0．47

袁3添加金属离子正交实验的细胞干重极差分析表

当实验组合为A283c】D2时，细胞干重有最大值

8．24 g／L，当实验组合为A383QDl时，细胞干重出现

最小值6．88 g／L；当实验组合为A2Blc2D3时，培养

液中的虾青素浓度有最大值4．41 mg／L；当实验组合

为A1 B3岛D3时，培养液中虾青素浓度最小；当实验

组合为A181C，D，时，细胞中虾青素含量最大，而实

验条件为A】岛GD3时，细胞中虾青素浓度最小。表

3是金属离子对细胞干重的极差分析表，比较各列的

极差值R值，可以看出RA>RB>Rc>RD，即在实验

所设定的因素中，Mn2+对细胞于重的影响最大，而

Fe3+的影响最小，比较各列的均值，得到针对法夫酵

母细胞生长的最佳因素位极组合为A283G琏。
表4添加金属离子正交实验的虾青素极差分析表

表4是金属离子配比正交实验结果针对发酵液
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中虾青素浓度的极差分析，比较各列的极差值R值，

可以看出RB>Rc>R。>RD，即在实验所设定的因素

中，zn2+对虾青素的积累影响最大，其次是Fe3+，再

次是Mn2+，最小的是cu2+，比较表4各列的均值，得

到最有利于法夫酵母产虾青素的最佳位极组合为

A2B1C1D3。

表5添加金属离子正交实验的细胞内

虾青素含量极差分析表

表5是针对法夫酵母细胞内虾青素浓度的极差
2．3验证实验

分析结果，Zn2+浓度对细胞内虾青素浓度的影响最
采用最有利于法夫酵母生长、可提高发酵液中虾

太，其他3种金属离子的浓度对细胞内虾青素影响的
青素浓度、提高细胞中虾青素含量的金属离子组合

竺竺竺孝：翌竺：兰篓堂型蹩，值得出能提高细胞内 A283QI]2、A2B。c，D3和A2Blc，D。，接种培养法夫酵
虾青素含量的最优位极组合是A281c1D1。 母，培鼻；2 h言取样分析，妥验菇果如表6。

尘里堕·生：1 尘塑lt坠：。 尘!堂!：生：：尘翌!：土：1 生：生．! 鱼g：些：： 地：g：!

金属离子组合A2岛C2D2培养法夫酵母72 h后

生物量为8．43 g／t．，细胞总产率为0．4229／g，但发酵

液及细胞中虾青素含量偏低。金属离子组合

A281c1D3培养法夫酵母72 h后，生物量为7．01 g／

L，细胞总产率为0．3519／g，发酵液及细胞中虾青素

浓度都是最高，分别为5．24 mg／L和O．75 mg／g。而

用A2Blc，D，的金属离子组合培养法夫酵母，生物量

最小，但发酵液及细胞中虾青浓度都较大，接近

A2 B】C】D3的组合。

2．4优化金属子组合批式培养法夫酵母7812的实

验结果

为r在批式发酵中获得较高的虾青素发酵浓度，

采用A281clD3的金属离子组合培养法夫酵母，实验

结果如图2所示。
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发酵时间m+虢糖； +生物量／g L-1
—卜发酵液中虾青紊含量；—卜细胞中虾青毒舍睛

图2幂加优化舶金属离子组合批式发酵法丈酵母曲线

0～18 h，法夫酵母处于延滞期；18～48 h，法夫

酵母处于对数生长期，生物量及发酵液中虾青素都快
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速增长；48～60 h，法夫酵母7812处于一个平稳的时

期，生物量相对稳定；60～72 h，法夫酵母出现了第2

个生长峰，生物量有1个较小的增长，当培养至72 h

时，细胞干重最大，达到6．98 g／L，细胞总得率为

0．349 g／g葡萄糖；72 h后，法夫酵母的生物量缓慢

下降。24 h以前，发酵液中虾青素的含量基本稳定，

增加很少，而细胞内的虾青素浓度还略有下降；24 h

～102 h，发酵液及细胞内的虾青素浓度都不断地增

高，当培养时间为102 h时，培养液中虾青素浓度

(5．31 mg／L)及法夫酵母细胞中虾青素浓度(0．81

mg／g)都达到最大值，虾青素的总得率为0．266mg／g

(葡萄糖)。

3讨论与结论

3．1 不同金属离子对培养法夫酵母生产虾青素的影

响

由图1可知，不同金属离子对法夫酵母具有不同

的影响。在培养摹中添加zn2+和Mn2+能增加细胞

干重，而添加其他离子的培养液中细胞干重和空白投

有太大区别；在培养基中添加zn2+、Fe3+、Mn2+和

Cu”能使培养液中虾青素的浓度增加，而添加其他

离子的培养液中虾青素的浓度却没有增加；在培养基

中添加Fe3+和Cu2+能使细胞中虾青素的含量增加，

而添加其种离子却没有这种效果，这个结果与前人的

研究结果相类似olo]。

3．2复合金属离子对法夫酵母7812的影响

舯协m¨憎川8^4
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正交实验的结果表明，不同金属离子浓度的变化

对于法夫酵母的影响有着明显的不同。对于细胞干

重来说，Mn2+浓度的影响最大，而Fe3+浓度的影响

最小，A283C2D2(3 tlmol／L的Mn2+、5 vmol／L的

zn2+、3“mol／L的Fe3+、3 pmol／L的cu2+)有利于

法夫酵母细胞的生长。对于发酵液中虾青素浓度来

说，zn2+浓度的影响最大，其次是Fe3+，再次是

Mn2+，最小的是cu2+，组合A281clI)3(3 fLmol／L的

Mn2+、1“mol／L的Zn2+、1“mol／L的Fe3+、5 pmol／

L的cu2+)最有利于法夫酵母7812产虾青素。zn2+

的浓度对细胞内虾青素浓度的影响最大，其他3种金

属离子浓度对细胞内虾青素的影响基本相同，组合

A281C1D1(3弘mol／2。的Mn2十、1 gmol／L的zn2+、1

Hmol／L的Fe3+、1“mol／L的cu2+)最有利于法夫酵

母细胞内虾青素含量的提高。

验证实验的结果和正交实验的分析结果有一点

不同，组合A283QD2、A281C1 D3分别获得了生物量

和发酵液中虾青素浓度的高产，这与预测的结果相

似，但A281c】Dl组合的细胞内虾青素浓度(0．74

mg／g)却比组合A2B。C。D3的细胞内虾青素浓度值

(0．75 mg屈)低，这和预期的结果有一定的差别。比

较A2 B1c。D3和A2BlclDl两组合，唯一的差别就是

cu2+浓度的差别，Cu2+浓度高的金属离子组不仅发

酵液中虾青素的浓度最大，而且细胞内虾青素的浓度

也最大。这说明Cu2+的浓度对发酵液及细胞中虾青

素浓度有很重要的影响，这从侧面证实了前人的研究

结果[1⋯。

目窭露

3．3添加复合金属离子批式培养法夫酵母7812的

动力学特征

在培养液中添加最有利于虾青素积累的金属离

子，生长曲线呈现出明显的二次生长现象，总细胞得

率为0．349 g／g(葡萄糖)，总虾青素产率为0．266

mg／g(葡萄糖)；最大细胞浓度为6．98 g／L，发酵液中

虾青素的最高含量为5．31 mg／L，细胞内虾青素含量

的最高值为0．81 mg／g。
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ABSTRACT Single factor comparison experinmnt and orthogonal experiment were adopted to study the effects of

several metal ions on astaxanthin accumulation by Phffia rhodozyrna and optimize metal ion composition for the

yeast producing astaxathin．Different metal ion would lead to different results for cultivations of Phaffia

rhodozymn．Zn2+and Mn2+at low concentration added into the media would lead to increasing biomass．Zn2+．

Fe3_．Mn2-and Cu2+at low concentration added into the media would lead to increasing astaxanthin concentration

in culture medium．Fe3+and CU2+at low concentration would lead to increasing astaxanthin concentration in cells．

The optimal metal ion content for promoting astaxanthin accumulation gained by orthogonal experiment was COil3一

posed with 3 t』mol／L Mn2+。1 lmlolA Zn”，1 t*mol／l Fez+and 5 tzmol／2 Cu2+．In a batch culture of Phaffia

rhodozyma in the presence of the adore optimized metal ion composition，the yield of total cells(dx／ds，g／g)，

product(d口／d3，mg／g)and the content of pigment in cell(dp／d。，mg／g)were 0．349 g／g，0．266 mg／g and

0．81 mg／g，respectively．
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